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Abstract ofEP0290768 

Polypeptides with the biological activity of the enzyme glucose dehydrogenase are prepared by genetic 
engineering using DNA sequences, recombinant DNA molecules and transformed host organisms. 
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© Verfahren zur Herstellung von Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium. 



® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur gentechnotogischen Herstellung von Polypeptiden mlt der biologi- 
schen Aktivitat des Enzyms Glucosedehydrogenase sowie neue DNA-Sequenzen, rekombinante DNA-MolekUle 
und transformierte Wirtsorganismen. 
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Verfahren zur Hersteilung von Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus megaterfum 



Die Erfindung betrlfft ein gentechnisches Verfahren zur Hersteilung von Glucose-Dehydrogenase. Dabei 
wird aus einem kultivierten mikrobiellen Wirtsorganismus das Enzym Glucose-Dehydrogenase isoliert 
nachdem der Wirt zuvor mit entsprechender rekombinanter DNA transformiert wurde. Die rekomblnante 
DNA enthSIt eine Sequenz, die aus einem Genom vom Bacillus megateiium stammt und fUr eln Polypeptld 
5 mit der biologischen AktivitSt der Glucose-Dehydrogenase codiert 

Die Erfindung betrlfft welterhln die Bereitstellung elner DNA-Sequenz, die fOr ein Polypeptid mit der 
biologischen Aktivitat des Enzyms Glucose-Dehydrogenase codiert 

Au/terdem betrifft die Erfindung Klonierungs-und Expresslonsvektoren zur Verwendung bei der Herstei- 
lung eines Polypeptids mit der biologischen Aktivitat des Enzyms Glucose-Dehydrogenase sowte mit 
to solchen Vektoren transformierte Wirtsorganismen, beispielsweise Bakterien, Hefen, andere Pilze, tierische 
Oder menschliche Zellen. 

SchlieBlich betrlfft die Erfindung die Verwendung der zur Expression gebrachten entsprechenden 
Polypeptide fUr die Bestlmmung von Glucose. Der Ausdruck "Polypeptid mit der biologischen Aktivitat des 
Enzyms Glucose-Dehydrogenase" bezeichnet ein Polypeptid bzw. Protein, dessen Amino s&ure-Sequenz 

15 der nativen Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus megatenum-Stfimmen entspricht, Shnlich zu dieser 
Sequenz 1st Oder efnen enzymatisch aktiven Teilberetch umfaBt. Analoges gilt auch fDr soiche erfindungsge- 
mSBen Polypeptide, in denen die native Sequenz nur einen Teilbereich darstellt. 

NAD/NADP-abhSngige Glucose-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.47) im folgenden Glucose-DH benannt, 
katalysiert die Umsetzung von ^-Glucose zu Gluconolecton, wobei der Co-Faktor NAD zu NADHfe reduziert 

20 wird. Das Enzym zeichnet sich durch hohe Substratspezifit&t in Bezug auf 0-O-Glucose aus. Epimere 
Zucker werden ntcht umgesetzt Die Hauptanwendung des Enzyms liegt in der medizinischen Diagnostic 
NAD-abh&ngige Glucose-DH kommt in einer Reihe von Bacillusarten vor. Die Bildung dieses Enzyms 
unterliegt einer entwicklungsphysiologischen Steuerung, d.h. es wird nur wShrend einer kurzen Phase der 
Sporulation synthetislert Zudem 1st Glucose-DH in den meieten Fallen mit NADHj-Oxidasen vergeseil- 

20 schaftet, welche die Bestimmung von Glucose nach der o,g. Glucose-DH-Methode empfindiich storen und 
sich zudem nur schwer entfemen lassen. Dies ailes hat zur Folge. daB de Ausbeuten an Enzym mittels 
ObHcher kiassischer Methoden und unter Verwendung von Bacillus-Wildstammen sehr bescheiden sind 
(0,01 bis max. 0,1 Untoml Kurtur). Mit Hilfe bekannter Stammverbesserungs-Methoden lassen sich StSmme 
selsktieren, bei denen eine Glucose-DH-Bildung auch unabhSngig von der Sporui&tionsphase feststellbar ist 

30 (durchschnittilche Enzymaktfvitaten 1 bis 10 Units/ml Kultur), jedoch kSnnen soiche "entkoppelten ,, StSmme 
leicht revertieren, d.h. zum ursprQngllchen Sporulationsverfialten zuruckkehren, so daB ein steter und 
oftmals langwieriger Aufwand betrleben werden muB. um Sporen-und Glucose-DH-Bildung voneinander 
getrennt zu halten. Zwar gelang es kttrzlich (Vasantha et ai., 1983, Proc. Natl. Acad. Science, USA. Vol. 80, 
785-769} ein Glucose-DH codierendes Gen ein schlleBllch seines Promotors aus Bacillus subtiiis zu 

35 isoiieren und in E. coli sporulationsunabhfinglg zur Expression zu bringen, jedoch erwies sich dieses Enzym 
im Gegensatz zu der im Handel erhMltiichen Glucose-DH Oberraschenderweise als recht instabll (Ramaley, 
Vasantha 1983, J. Biol. Chem.. Vol. 258, 20, 12558-12585). Hohe Enzymstabilitfit ist aber gerade erforder- 
lich. um einen schnellen und reproduzierbaren Glucose-Bestimmungstest durchfQhren zu konnen. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein gentechnologisches Verfahren bereitzustellen, das 

40 die technische Hersteilung einer stabilen Glucose-Dehydrogenase in groflen Mengen und in verbesserter 
QuaiitSt ermoglicht Diese Aufgabe wurde wie nachstehend angegeben gel5st 

Oberraschend wurde gefunden, daB durch Anlegen einer Genbank von Bacillus megaterium in einem 
Phagenvektor. vorzugsweise x-EMBL-3. sukzessive Verkteinerung des das Strukturgen tragenden DNA* 
Bereichs und jeweilige Transformation eines Wirtsorganismus, insbesondere E. coli, mindestens zwei unter- 

4$ schiedliche Strukturgen© getrennt erhatten werden kSnnen, die letztiich zur Expression von mindestens zwei 
unterschiedlichen Glucose-DH-isoenzymen in verbesserter Quaiitat und Quantity fOhren. 

WShrend der eine identifizierte Glucose-DH codierende, 2100 Basenpaare (bp) groBe DNA-Bereich in 
DNA-und AminosSuresequenz der bekannten Sequenz, von kSuflicher Glucose-DH voll entspricht (Jany et 
al., 1984, FEBS Lett 165; 6-10), enthSIt das andere 1100 bp grofle DNA-Fragment die in Figur 1 

so dargestelJte neue Sequenz. Die davon abgeleitete und durch Proteinsequenzierung des aufgereinigten 
Enzyms bestStlgte neue Aminosauresequenz ist in Figur 2 wiedergegeben. Die Abweichung gegenOber der 
bekannten Sequenz betr&gt fast 20 %. Die Unterschiede in den ersten 45 Aminosauren sind in Figur 7 
dargestellt Baut man diese verschiedenen DNA-Fragmente in hlerfUr geeignete Plasmidvektoren (z. B. 
PJH111 und pJH211) ein und transformiert entsprechende Wirtsorganismen, vorzugsweise E. colI-Zeilen, so 
erhalt man ailein durch einen in E. coli aktiven bacilluseigenen Promotor in beiden Fallen Glucose-DH- 
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EnzymaktivrtSten von 0.0S bis 0.5 Units/ml Kultur, vorzugsweise 0.09 bis 0.2 Units/ml Kultur. Dies ubertrifft 
die Werte, die nach klassischen Methoden fQr Bacilius-Wlldstamme erreicht werden kdnnen. bereits mind, 
um den Faktor 5. Durch Etnbau des bekannten regulierbaren k-P L -Promotors vor das jeweilige Strukturgen 
iassen sich uberraschend none Enzymaktivitaten messen: 30-65 Units/ml Kultur, vorzugsweise 40-50 

5 Units/ml Kultur bei Verwendung des neuen Poiypeptids gemaB Figur 2 bei E. coii N10O/pRK248/pJH115. 
und 20-40 Units/ml Kultur, vorzugsweise 25-35 Units/ml Kultur bei Verwendung des Poiypeptids der 
bekannten Sequenz bei £. coli N100/pRK248/pJH215. Diese Werte iiegen ca. SOOmai hSher als die 
Glucose-DH-Ausbeute bei Baciiius-Wildstammen und ca. 5-lOmal hoher als bei den aufwendig zu entwic- 
kelnden sporuiationsentkoppelten Bacillus«StSmmen. Eine typische Wachstums-und Expressionskurve ist in 

w Figur 8 exemptarisch fOr E. coli N100/pRK248/pJH1 15 wiedergegeben. 

Neben der betrachtlichen Aktivitatssteigerung weist das erfindungsgemSfie Verfahren aber auch noch 
weHere Vorteile aut So entf alien alle.Sporulationsprobleme in E. coli. Ein nach dem neuen Verfahren 
hergesteliter Wirtsstamm Iai3t sich somit wesentlich einfacher und wirtschaftlicher verwenden. Femer zeigen 
die Rohextrakte der nach dem neuen Verfahren Qlucose-DH-produzierenden E. coll-Wirtszellen keinerlei 

ts Ptgmentierung (klare. farblose FlOssigkeit), wShrend die Rohextrakte. hergesteilt nach konventioneller Art. 
stark dunkelgrOn bis schwarz gefarbt sind und einer weiteren Aufreinigung bedQrfen. Bn nach dem neuen 
gentechnologischen Verfahren hergesteliter Rohextrakt enthSIt femer keine nennenswert stdrenden NADH 2 - 
Oxidasen. Die Reinheit bezuglich Fremdproteingehalt ist aus Figur 9 abzuiesen. Die die rekombinante DNA 
enthaitenden Wirtszelien weisen weitemin eine erstaunlich hohe Plasmidstabtlitat auf; auSerdem zeigen die 

20 jeweiligen Expressionsprodukte eine gute Enzymstabilitat die fOr diagnostische Zwecke gewahrleistet sein 
mufl. Hier ist ein weiterer deutlicher Vorteii gegenOber dem bekannten Bacillus subtilis/E. coli-System 
festzustellen. 

Das erfindungsgemafle Verfahren weist also entscheidende Vorteile gegenilber dem Stand der Technik 

auf. 

25 Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Herstellung von Glucose-DH durch Kuitivierung 
eines mit rekombinanter DNA transformierten mikrobiellen Wirtsorganismus in einem Nfihrmedium und 
Isolierung der zur Expression gebrachten verschiedenen Polypeptide, das sich dadurch kennzeichnen lifit, 
dafl ein Wirtsorganismus eingesetzt wird, der einen aus dem Genom von Bacillus megaterium isolierten 
DNA-Bereich enthdtt weicher fur ein bzw. mehrere Polypeptide mit der biologischen Aktivitat des Enzyms 

30 Glucose-DH codiert 

Gegenstand der Erfindung ist ebenfaiis die DNA-Sequenz gemStf Figur 1, die fur ein Polypeptid mit der 
biologischen Aktivitat des Enzyms Giucosedehydrogenase codiert 

Gegenstand der Erfindung ist auflerdem das Plasmid pJHin, welches die fUr das Glucose-DH- 
Polypeptid codierende erfindungsgemSfle DNA-Sequenz enthalt 

35 Gegenstand der Erfindung ist femer ein rekombinantes Expressionspiasmid, in dem der gesamte 
codierende Bereich des Glucose-DH-Gens unter Kontrolle des k-PfPromotors steht und die gesamte DNA- 
Sequenz des Glucose-DH-Gens bestimmt Erfindungsgemga kdnnen anstelle des x-P L -Prornotors als 
Expressions-Kontroll-Sequenz ebenso ein E. coli Promotor-System wie das E. coli lac-System, das E. coll 
Lactamasesystem, das E coii trp-System Oder der E. coli Upoprotein-Promotor, eine Hefeexpresstans- 

40 Kontroll-Sequenz Oder eine andere eukaryotische Expressions-Kontroll-Sequenz verwendet werden. WJchtig 
ist dabei nur die funktionelle VerknUpfung des Gens mit der Expressions-Kontroll-Sequenz sowie die 
Auswahl einer geelgneten Expressions-Kontroll-Sequenz fOr einen bestimmten Wrtsorganismus. 

Gegenstand der Erfindung ist insbesondere das Expressionspiasmid pJHH5, weiches die fOr das 
Glucose-DH-PoJypeptid codierende erfindungsgemSBe DNA-Sequenz einschlieSlich des x-P L -Promotors 

45 enthglt. 

Gegenstand der Erfindung ist auSerdem das die biologische Aktivitat der Glucose-OH aufweisende 
Polypeptid mit der in Figur 2 angegebenen Aminosauresequenz, das bei der Expression unter den 
genannten Bedingungen synthetisiert werden kann. Gegenstand der Erfindung ist auch der die erfindungs- 
gemaBe DNA enthattende Wirtsorganismus, insbesondere E. coli N100VpRK248/pJH1 15, in welchen das 
90 Plasmid pJHl 15 transformiert wurde. 

Gegenstand der Erfindung ist ietztlich die Verwendung des orfindungsgemafien Poiypeptids zur 
Glucose-, insbesondere Blutzuckerbestimmung. 

Erfindungsgemafl kann unter Verwendung der isolierten Giucose-DH-codierenden DNA-Sequenz aus 
Bacillus megaterium als SondenmolekOI in Genbanken Glucose-DH bildender Mikroorganismen das ents- 
55 prechende Gen identifiziert und aus diesen Genbanken isoliert warden. Auf diese Weise ist auch die 
Herstellung von Polypeptiden mit der biologischen Aktivrtai des Enzyms Glucose-DH von anderen Mikroor- 
ganismen, z.B. Bacillus subtilis, in beliebiger Menge mdglich. 

Als Glucose-DH Hefernde Spezies dienen Mikroorganismen der Art Bacillus megaterium sowie deren 
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Mutenten oder Varianten, welche die entsprechende genetische Information besrtzen. Stamme dieser Art 
sind bekannt und bei autorisierten Hinterlegungsstellen hinterlegt, z.B. DSM 321, DSM 322, OSM 333 Oder 
DSM 337. 

Als Wirtsorganlsmen, die mit Glucose-DH codlerende DNA transformiert werden konnen. kommen in 
5 erster Linie Mtkroorganismen, aber auch pflanzliche, tierische oder menschliche Zellen in Betracht. Vor- 
zugsweise werden aber Mfkroorganfsmen wie Bakterien, Hefen und andere PHze, insbesondere E. coli- 
Bakterieaeingesetzt 

Das erfindungsgemafle Verfahren wird bevorzugt wie folgt durchgefOhrt * 
Zunachst wird chromosomale DNA aus Bacillus megaterium-Zellen (Anzucht siehe Beispiel 1). mit Hilfe 

w literaturbakannter Methodlk isoliert und aufgereinigt (Beispie! 4). Die chromosomale aus Bacillus megate- 
rium isoiierte DNA wird mit Hilfe von hierffJr geeigneten Oblichen und bekannten, in der Regel kauflichen 
Restrikttonsendonucleasen in an slch bekannter Weise partieli hydrolysiert Vorzugsweise wird hierfQr das 
Restriktionsenzym Sau3A eingesetzt Die Hydrolyse wird so gesteuert, dafl hauptsachiich Fragmente mit 
einer Lange zwischen 9 und 22 Kiiobasen (kb), vorzugsweise mehr als 14 kb erhaiten warden, da diese sich 

is besonders vorteilhaft zum Bnbau in die DNA eines Phagenvektors eignen. Ziei ist es. zur Klonterung des 
Strukturgens der Glucose-DH eine Qenbank des entsprechenden Bacillus-Stammes mit Hilfe eines geeigne- 
ten Phagenvektors anzulegen. HierfQr dlent vorzugsweise der bekannte Phagenvektor X-EMBL3 (Frischauff 
et al., 1083. J. Mol. Biol. 170, 827-842). Die DNA des Phagen wird wie in Beispiel 3 n£her beschrieben, 
prlpariert und nach bekannter Weise mitteis ubllcher Restrtktionsendonucleasen, vorzugsweise BamHI, 

20 aufgeschnitten. Die GrSfle der jeweilig erhaltenen DNA-Fragmente wird mitteis Geieiektrophorese bestimmt. 
In die Schnittstelle der Phagen-DNA werden nun die passenden DNA-Fragmente aus dem Bacillus- 
Genom mitteis kMuflicher Ugierungsenzyme, vorzugsweise T4-DNA-Ugase t in an sich bekannter Weise 
eingebaut (Beispiel 5). Oie so erhaltenen verschiedenen neukombinierten Phagen-MolekOJe werden in 
einem zu ihrer vermehrung befShigten Wirtsorganismus, vorzugsweise E. coli, insbesondere E. coii NM539- 

25 (Sup F hsd R lac Y PaCOx3) (ATCC 35 639) transduziert und in bekannterweise kioniert (Arber et ai. 1983, 
in "Lambda II", Cold Spring Harbor Monographs, 433-465). Die Transformation von E. coli-Stammen 
eJtgemein wird z.B. nach der CaJciumchtorid-Methode vorgenommen und ist im Beispiel 6 naher erlSutert 
Die Identifizierung des Glucose-DH-Gens erfolgt durch Nachweis der Enzymaktivitat Im Lysat der neuent- 
standenen Phagenklone mit Hiife eines spezifischen Rltertests auf Basis der eingangs beschriebenen 

30 Glucose-DH-Nachweisreaktion. Die Bildung von NADH 2 , die mit der Glucose-OH-BiWung einhergeht 
(positive Reaktion), wird durch das Auftreten von FluoreszenzsignaJen der auf Filterpapier aufgebrachten 
durch Phagen lysierten Zellen (Plaques) nachgewiesen (Beispiel 9). Aufgrund dieser ggf. zu wiederholenden 
Tests, die auch in den folgenden Arbeitsschritten zur Anwendung kommen, kdnnen schiiefilich Phagenklone 
mit reproduzierbarer positives Reaction identffiziert werden. Zur Bestatigung des Ergebnisses wird FlUssi- 

35 glysat des isolierten Klons spektraiphotometrisch (334, 340 Oder 365 nm HG) untersucht und die Substrat- 
spezifizrtMt gestestet Dabei warden die aus der Uteratur bekannten Daten erhaiten (Pauly et ai., 1975; 
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 356; 1613-1623). 

Urn eine Konzentrierung der Giucose-DH-DNA innerhalb der rekombinanten Phagen-DNA zu erreichen, 
erfolgt in einem weiteren Arbeitsgang die Subklonierung vorzugsweise in Plasmiden. Hierzu wird wiederum 

40 die rekombinante Phagen-DNA partfell mit Restrikttonsendonucleasen, vorzugsweise Sau3A, wie Ciblich 
hydrorysiert, so .dafl Fragmente von etwa 4-9 kb Grdfle entstehen. Ais Ausgangspia^mid kann im Prinzip 
jedes Plasmid verwendet werden, welches bei einem Einbau von DNA-Fragmenten der angegebenen Grdfle 
nicht destabilisiert wird. Besonders hierfOr geeignet ist das bekannte Plasmid pBR322 (Herkunft: Bolivar et 
ai., 1977, Gene 2, 95-113), welches vorzugsweise mit der Restriktionsendonuclease BamH! arrverdaut wird, 

45 Die Phagen-DNA-Fragmente werden nun in an sich bekannter Weise mit dem aufgeschnittenen Plasmid- 
Vektor iigiert (Beispiel 5). Mit den Ugierungsprodukten wird ein beliebiger, zur Transformation geeigneter 
und in einer anerkannten Htnteriegungsstelle erhSJtlicher Wirtsorganismus, vorzugsweise E. coli in Ubiicher 
Weise transformiert (Beispiel 6). Die so erhaltenen Kolonien werden dem Glucose-DH-Enzymtest (Beispiel 
9) unterworfen. Dabei zeigen mehrere Klone eine positive Glucose-DH-Reaktion. Eines der zugrundelie- 

so gende Plasmlde besitzt eine GrSfle von 10.2 kb und wird mit pJH 107 bezeichnet. Zum Zwecke der 
Restriktionsanalyse wird das Plasmid in an sich bekannter Weise durch die Restrtktionsendonucleasen 
EcoRI, Sail, Sphl, Hindlll und Clal vollstSndig hydrolysiert, und die DNA-Fragmente werden mitteis einer 
Agarosegetelektrophorese in an sich bekannter Weise aufgetrennt. Die Grdfle des Passagier-Fragmentes, 
weiches die GIucose-DH-Sequenz enthfilt, wird mit 5800 bp ermittelt. Figur 3 gibt die Restriktionskarte des 

55 erfindungsgemSBen Piasmids pJHl07 wieder. * 
Zur weiteren Eingrenzung des Gens auf dem rekombinanten Plasmid wird in folgender Weise vorge- 
gangen, wobei die Verfahrensweise oben und in den Beispielen beschrieben oder aUgemeiner Stand der 
Technik ist. 
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- Yerdauung von pJH107 mit Restriktionsendonucieasen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht im 
Strukturgen schneiden. Vorzugsweise kommt hier Sphl zum Einsatz. 

5 - Bnbau in den Plasmid-Vektor pBR322 und Transformation und Klonierung eines Wirtsorganismus, 
vorzugsweise E. coli RR1 . Neukombinierter erfindungsgemSfler Plas mid-Vektor: pJH 108, enthSIt ein ca. 
3000 bp grofles Passagier-DNA-Fragment (Rgur 4). Bei dor Restriktionsanaiyse werden vorzugsweise die 
Endonucieasen, Sphi. Clal. EcoRl und Hindill eingesetzt 

Verdauung von pJH108, vorzugsweise mit Hindill. Snbau In den Plasmid-Vektor pBR322 und Transfor- 

io mation und Klonierung eines Wirtes t vorzugsweise E. colL Neukombinierter erfindungsgemaBer Plasmid- 
Vektor: pJHH1 (Rgur 5). 

Der Plasmid-Vektor pJH111 enth§lt wie die Restriktionsanaiyse zeigt, nur noch ein 1100 bp gro/tes 
Passagier-DNA-Fragment neben dem 5500 bp goflen Rest-Plasmid. Oie entsprechenden E. coli-Wone 
zeigen Glucose-DH-Enzyrnaktivitat. Bne weitere Verideinerung des DNA-Fragmentes fOhrt zu vollstfindigem 
is Verlust der Enzymaktlvttat. Das Gen fUr die Glucose-Dehydrogenase ist also auf dem 1100 bp-Fragment 
lokalisiert 

Oie Bestimmung der Nukleotidsequenz des Glucose-OH-Gens erfoigt beispielsweise nach der Methode 
von Maxam und Gilbert (1980, Methods Enzymol., 65« 499-580). Bei dieser Mettiode wird radioaktiv 
markierte DNA in vier verschiedenen basenspezifischen Reaktionen partiell gespalten, die Spaltprodukte 

20 werden auf einem denaturierten Pofyacrylamidgel getrennt und die Sequenz nach anscblieflender Autora- 
diography in an sich bekannter Weise ermittelt (Beispiel 7), 

Die Sequenzierungsstrategie ist in Rgur 5 abgebildet Die dem Strukturgen zuzuordnende neue 
erfindungsgemSfle Nukleotidsequenz ist in Figur 1 wiedergegeben. 

Rgur 2 zeigt die aus der DNS-Sequenz abgeieitete neue Amlnos^uresequenz. Sie entspricht derjeni- 

25 gen, die durch Protein-Sequenzierung des aufgereinigten Enzyms erhalten wird. 

Die Expression des erfindungsgemaflen Poiypeptids gem^B Rgur 2 in einem E. coli-Wlrt unter 
Benutzung des Plasmidvektors pJH111, aber ohne einen spezifischen E coli-Promotor fQhrt, wie oben 
angegeben, zu Enzymaktivitaten von durchschnittiich etwa 0,1 Units/ml Kuitur. Um zu einer gewunschten 
Oberproduktion zu kommen, wird ein Expressionvektor benutzt Als Expressionsvektor kommt beispiels- 

30 weise pMR1 (Herkunft Rimmier, 1985. Dissertation, TH Darmstadt) in Frage. Dieses Plasmid. welches aus 
den literaturbekannten Plasmiden pDS26t und pPlc28 konstruterbar ist, ennait den effizienten \-P L -Promo- 
tor. Das Plasmid pPlc28 sowie das zur Klonieung verwendete Wirtsbakterium E. coli W6 sind aus der 
europaischen Patentanmeldung EP 00 41 767 bekannt In E. coli W6 ist der \-P L -Promotor durch den 
chromosomal codierten cl-Repressor reprimiert. pJHin wird mit Hindill geschnitten und das erfindungsge- 

J5 mSfie 1100 bp-Fragment wird nach prSparattver Gelelektrophorese Qber "low melting" Agarose in an sich 
bekannter Weise isoliert pMRi wird ebenfaiis mit vorzugsweise Hindill hydrolysiert und die Spaltprodukte 
werden in Ubficher Weise liglert und in E. coli W8 transformiert (Remaut et at., 1981, Gene 15, 81-93), Die 
Plasmid-DNA wird, wie angegeben (Beispiel 3) isoliert und ein beliebiger zur Transformation geeigneter, in 
einer anerkannten Hinterlegungsstelle erhSltlicher E. coli-Stamm, in den in bekannter Weise das Plasmid 

40 pRK248 (Herkunft; Bernard et al. 1979, Gene 5, 59-76) einkioniert wurde, transformiert. Letzteres tragt das 
Gen fOr den temperatursensitiven X-Repressor und fur die Tetracyclinresistenz. Das neukonstruierte 
erfindungsgemaCe Plasmid trSgt die Bezetchnung pjHl 15. Seine Konstruktion ist in Figur 6 wiedergegeben. 
Der erfindungsgemafle Wirtsorganismus tragt die Bezeichnung E. coli N100/pRK248/pJH115. Erfindungsge- 
mS0 kann auf die Anwesenheft von pRK248 verzichtet werden. wenn Wirtsorganismen herangezogen 

45 werden konnen, bei denen der X-Repressor chromosomal codiert wird (z.B, E. coli W6). Der erfindungsge- 
ma/Je Wirtsorganismus zeigt die oben und in Figur 8 angegebenen Oberraschend hohen Expressionen. Ein 
typisches Expressionsexperiment ist in Beispiel 10 dargeiegt. 

Die Unterschiede der fur Glucose-DH codierenden erfindungsgema/ten DNA-bzw. der daraus abgeleite- 
ten Aminosauresequenz im Vergleich zur bekannten Glucose-DH legen den SchluB nahe, dafl neben dem 

so neuen erfmdungegemaBen Enzym noch ein zweites Enzym bzw. Gen in Bacillus megaterium existiert. Die 
Identrfizierung von Isoenzymen der Glucose-DH erfoigt durch Hybridisierung ftltergebundener DNA aus 
Bacillus megaterium mit dem radioaktiv markierten 1126 bp Hindlll-Fragment des Gens (Beispieie 7 und 8). 
Zu diesem Zweck wird in an sich bekannter Weise chromosomale DNA mit der Restriktionsendonuklease 
Hindill hydrolysiert, gemeinsam mit DNA-LSngenstandards auf ein 1 % Agarosegel aufgebracht und auf 

56 Nitrozelluiose Obertragen, Als Langenstandard dient neben der durch Eco Ri hydroiysierten SPP1 DNA ein 
Gemisch aus pJH108 (Sal l-Sph I hydrolysiert) und OJH111 (Hindill hydrolysiert), wodurch eine Grdflenbe- 
stimmung hybridisierender Fragment© nach der Autoradiographic ermogficht wird. Hybridisierungstechnik 
und Autoradiographic sind, sofem nicht in den Beispielen naher erlSutert, Stand der Technik bzw. fOr den 

5 
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Fachmann in einfacher Weise daraus ablettbar. Aus dem Autoradiogramm (Figur 10), kSnnen neben der der 
eingesetzten Gensonde entsprechenden 1100 bp intensiven Bande schwSchere Banden bei 2100 und 5000 
bp identifiziert warden. Damit ist gezeigt. da/3 Bacillus megaterium mehr ais eine Glucose-Dehydrogenase 
enthSlt. 

s Die Klonierung einer weiteren Glucose-DH entsprechend der Fragmente zwischen 1300 und 5000 bp 
kann prinzipieli wie oben fOr das 1100 bp-Fragment ausfOhriich beschrieben durchgeflihrt werden. Ate 
Vektor diant das E. coli-Plasmid pUCl8 (Herkunft Vlera et al„ 1982, Gene 19, 259). Man erhSIt schlieiSlich 
das neue Plasmid pJH211 (Rgur 11) welchBS ein 2100 bp DNA-Fragment errthfilt und das In E. coli zur 
Expression von Glucose-DH fUhrt (das gleichfalis mft der Gensonde hybridisierende 5000 bp-Fragment 

70 kann hierbei nicht erhalten werden). In an sich bekannter Weise, bzw. analog zum oben beschriebenen 
1100 bp-Fragment wird die DNA-bzw, Proteinsequenz des zweiten Giucose-DH-Gens ermittelt Sie ent- 
sprteht dabei vollkommen der bekannten Sequent der Glucose-DH. In Analogie zum Glucose-DH produzie- 
renden, erfindungsgemMflen E. coli-Stamm E. coll Nl00/pRK248/pJHH5 kann eln entsprechender 
Oberproduktions-Stamm fur die zweite Glucose-DH konstruiert werden: E. coli N100/pRK248/pJH215 liefert 

75 erfindungsgema/5 in gjroBen Mengen qualitativ hochwertige Glgcose-DH. wobei die Enzymaktivitgt ca. 20-30 
% niedriger ist als im System £. coli N100/pRK248/pJHll5. Die Stability bolder Isoenzyme ist zwischen 20 
und 50° (Vorinkubation) annahernd vergleichbar. 

In der Beschreibung, in den Beispielen und Figuren warden, sofem dort nicht nSher eriSutert folgende 
AbkOrzungen verwendet 

20 

A Adenin 

As7t Absorption bei 578 nm 
A? 78 -E Absorptionseinheit bei 578 nm 
Ap* Ampicitlinresistenz 
25 APS Ammoniumperoxodisurfat 
b Base 

Bis NXW,N'-Methylenbisacrylamid 

bp Basenpaar 

BSA Rinderserumalbumin 
so C Cytosin 

Ci Curie (2.22 • 10' 2 Zerf8lie pro Minute) 

cpm ZMhlimpuise pro Minute 

Da Dalton (g/moi) 

DNA DesoxyrlbonukieinsSure 
& DTT Dtthiothreitol 

EDTA EthylendiamintetraessigsSure 

EL coli Escherichia coli 

G Guanin 

galK Gaiaktokinase 
40 k x 10 3 

i Liter 

NAD Nicotinamid-adenln-dinukleotid 
NADP Nicotinamtd-adenin*dinukleotid'phosphat 
PEG Polyethyiengtykol 
45 rpm Umdrehungen pro Minute 
s Sekunde 

SDS Natriurndodecyisuifat 

T Thymin 

T4 Bakteriophage T4 
so Tc B Tetracycllnresistenz 

TEMED N.N.N'.N'-Tetramethylethylendiamin 

Trts Tris^hydroxymethyl)-arninornethan 

tRNA Transfer-RibonukleinsSure 

U Einheit der Enzymaktivitat (Unit) 
56 Im folgenden sind die Abbiidungen eriautert, in denen einzelne Tellbereiche der Erfindung dargestellt 

sind: 

Rgur 1 : DNA-Sequenz des Glucosedehydrogenase-Gens aus Bacillus megaterium 
Rgur 2: Aminosaure-Sequenz des Expressionsproduktes von pJH1 11 bzw. pJH1 15. 
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Figur 3: Restriktionskarte des Plasmid-Vektors pJH107. Einge2eichnet sind die eindeutig zugeordne- 
ten Restriktionsschnittstellen. Die GrSBe der Passagier-DNA betragt ca. 5800 bp. Das Plasmid pJH107 ist 
konstruiert aus dem BamHI-verdauten Plasmid pBR322 und der Sau3A-hydrolysierten Konstruktion aus 
chromosomaler DNA und X-EMBL-3 Phagen-DNA. 
5 Figur 4: Restriktionskarte des Plasmid-Vektors pJH10&\ Eingezeichnet Sind nur die eindeutig zu- 

geordneten Schnittstellen. Die Grdfle der Passagier-DNA betragt ca. 3000 bp. Das Plasmid pJH108 ist 
konstruiert aus einem Fragment von pJH107 (Sphl hydrolysiert) und pBR322. 

Figur 5: Sequent erungsstrategie des 1126 bp-Fragments aus pJHUL Die Pfeile geben die Grofle 
der jeweils identifizierten Sequenz an. Das Plasmid pJH1H ist konstruiert aus dem Hindlfl-verdauten 
70 Fragment von pJH108 und pBR322. 

Figur 6: Konstruktion des Plasmid-Vektors pJH115. Dieser ist konstruiert durch Hindlll-Hydrolyse von 
pMR1 und pJH111 und anschliefiende Ligierung. 

bla: Beta-Lactamase; gdh: Glucose-DH; 
75 to: Terminator; gaJk; Qalactokinase; 

OcPl: Promotor-Operator-Region (\-P L -Promotor) 
Ori: Replikationsursprung 

Rgur 7: Proteinsequenzvergleich zwischen Glucose-DH, basierend auf 1100 bp-Fragment (a), und 
Glucose-DH, basierend auf 2100 bp-Fragment (b; bekannte Sequenz). Dargestellt sind die ersten 45 
20 Aminosauren. 

Rgur 8: Wachstums-und Expressionskurve von E. colt N100/pRK248/pJH115. Bakterienwachstum in 
20 ml LB-Medium (Beispiel 1) bet 28 V Bei einer optischen Dlchte von 0,5 A578-E wurde die Kultur in ein 
42 °-Wasserbad uberfUhrt, je 1 As78-£ Zellen entnommen und die Enzymaktivitat bestimmt. 

Rgur 9: Uberproduktion von Glucosedehydrogenase in E. coli N100/pRK248/pJH1l5. Proteintrennung 
25 auf einem 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel 

Spur 1: Zellprotein vor der Induktion 
Spur 2-8: 0,5; 1-5 und 10 h nach Induktion 
Spur 9: Grdflenstandard 

30 Rgur 10: Autoradiogramm der Hybridisierung chromosomaler DNA aus Bacillus megaterium mit dem 

radioaktiv markierten 1100 bp-DNA-Fragment aus pJHm bzw. pJHH5 nach 12 h Exposition. 

Spur 1: Chromosomale DNA (Bacillus meg,), Hindlll-hydrolysiert 
Spur 2: Chromosomale DNA (Bacillus meg.), unhydroiysiert 
35 Spur 3: SPPl-Langenstandard 

Spur 4: Gemisch aus je 10 ng: pJHl08, Sell-hydrolysiert pJHi08, Sphl-hydrolysiert pJH111» Hindlll- 
hydrolysiert 

Rgur 11: Restriktionskarte von pJH21l. Nur die zur Restrlktionsanalyse verwendeten Schnittstellen 
sind eingezeichnet. Das Plasmid pJH211 ist konstruiert aus pUC18 und Hindlll-hydrolysierter chromosoma- 
40 ier DNA. 

Rgur 12: Restriktionskarte von pJH215. Das Plasmid pJH215 ist konstruiert aus pJH211 (Hindlll- 
hydroiysiert) und pMRL 
Bezeichnung wie in Fig. 6. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlSutern. Die Temperaturen sind durchweg in Grad 
45 Celsius angegeben. 



Beispiel j[ Anzucht von E. coii-Bakterien 

50 

a) Zur Preparation von Plasmiden in mg-Mengen erfolgt die Anzucht von E, coli-Bakterien im 1 I 
Maflstab in Voll-(LB) Oder Minimalmedium (M9). 2u diesem Zweck wird 1 I Medium mit 5 ml einer 
stationSren Vorkultur beimpft und unter standigem SchOttein ca, 18 h bei 37 • bis zum Erreichen der 
stationaren Wachstumsphase kuitlviert. 
55 b) Fur die Uberexpression der Glucose-Dehydrogenase wird 200 ml LB-Medium mit 2 ml einer bei 28 

° gewachsenen Obernachtkultur beimpft. Die Bakteriensuspension wird daraufhin bei 28 0 und 160 rprn bis 
zum Erreichen einer optischen Dichte von 0,5 As78-E kultiviert Im Anschlufl wird das KulturgefMfl weitere 16 
h bei 42 • inkubiert 

7 
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a) LB-Medium: 



a) LB-Medium: 
s Casein, enzymatisch hydrotysiert 10 g 

Hefeextrakt 5 g 

NaCI 5 g 

Agar (Festagar) 15 g 

(Weichagar) 7.5 g 
10 Aqua bidest. ad 1000 ml 

pH-Wert mit 1 ,0 N NaOH auf 7,4 etnstellen 



75 Antibiotika wurden in folgenden Konzentrationen zugesetzt: 

Ampiclllin: 50 u,g/ml 
Tetracyclic 20 ug/mt 

20 

b) Modlfmertes M9- Medium: 
M9-Salze 10-fach konzentriert 10 m) 
20 % Glucoseldsung 5 ml 
1 M MgSO* 1 ml 
25 10 % Caseinhydrolysat 5 ml 
ThiaminlBsung (2 mg/ml) 0,1 ml 
Aqua bidest. ad 1000 mi 



30 c) M9«Salze 10-fach konzentrlert 
Na 2 HPOi x 2 H 2 0 75 gfl 
KH2PO4 30g/I 
MH4CI 10 g/l 
NaCI 5 g/l 

35 

Beisptel 2 Preparation von X-Phagen 



40 a) Plattenfysate 



Urn aus Phagensuspensionen mit niedrigem Titer eine grdflere Anzahl rekombinanter Phagen zu 
prSparieren, werden zunSchst Plattenlysate hergestellt 

45 Zu diesem Zweck werden 10 s -10* Phagen in einem Volumen von 100 ul mit 100 ul einer Obernachtkul- 
tur des Wirtsstammes E, coli NM 539 versetzt und zur Phagenadsorption unbewegt bei 37° inkubiert Im 
Anschlufl werden 3 ml 47*50" heifier Weichagar zugegeben, gemischt und auf einer Festagarpfatte verteiit 
Nach 16st0ndiger Inkubation bei 37° wird die Weichagarschicht abgekratzt. Anschliefiend wird durch 
Zentrifugation {10 mtn) bei 10 000 rpm und 4° die Zelldebrls abgetrennt. Der Oberstand wird in ein sterlies 

so Gefatf OberfUhrt, mit einigen Tropfen Chloroform versetzt und bei 4° aufbewahrt 



fc>) FlOssiglysate 



Die Gewtnnung von Phagen in prSparativem MaBstab erfolgt mit Hilfe von Flussiglysaten. 
25 ml LB-FKissigmedium, welches 10 mM MgSO* und 0,4 % Maltose enthalt wird mit einer 
Obernachtkultur des Wirtsstammes E. coli NM 539 beimpft. Unter BeiOftung wird die Suspension bis zum 
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Erreichen von ca 1,3 A578-E bei 37* inkubiert. Im AnschluO werden die Bakterien mit 10* Phagen/ml 
infiziert und zur Adsorption 15 min unbewegt bei 37° belassen. Mlt den inflzierten Bakterien wlrd daraufhin 
1 I 37° warmes LB*Medium inokuilert und bis zum Elntreten der Lyse bei dieser Temperatur unter 
BeiOftung inkubiert. Das Lyseeretgnis ISflt sich durch einen rapiden Abfall der Extinktion bei 578 nm 
5 spektralphotometrisch verfolgen. Nach Entfernen der Zelidebris durch Zentrifugation fur 15 min bei 500X3 
rprn und 4" konnen die Phagen im w80rigen Uberstand erhaften werden. 



Beispiei 3 Isolierung von Vektor-DNA 

10 



a) Isolierung von Phagen-DNA 



15 Die Suspension von durch Uitrazentrifugation gereinigten Phagen wird auf 20 mM EOT A, 0,5 % SOS 
eingesteilt und nach Zugabe von 50 ug/mi Proteinase K 1 h bei 50° inkubiert. Anschlieflend wird mehrfach 
mit gleichem Voiumen Phenol und mehrfach mit : Chloroform/lsoamyialkohoi (24:1) extrahiert Die DNA wird 
mit Ethanol in bekannter Weise gefSlit und durch Zentrifugation 10 min bei 5 000 rprn sedimentiert 
Daraufhin wird sie mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in Puffer aufgenommen. 



b) MiniprSparation von Plasmiden 



2$ Urn Piasmide in grofler Zahl anaiysteren zu kgrmen, wird die Kurzlysatmethode nach Bimboim 
(Bimboim und Doly, 1979; Nuci. add Res. 7. 1513) verwendet 

Je 1,5 ml Zeilsuspension aus einer Obemachtkuitur wird durch Zentrifugation 1 min bei 15 000 rprn 
sedimentiert Nach Zugabe von 100 ul L6sung A (siehe unten) wird 5 min bei 20* inkubiert Anschlieflend 
werden 200 ul Lfisung B (siehe unten) zugegeben und die Geffifle werden in Eis gesteHt Nach weiteren 5 
30 min wird Ldsung C (siehe unten) zugesetzt und die Proben werden solange in Eis belassen, bis ein 
unitfslicher Komplex aus chromosomaler DNA, RNA und Protein ausfSlit (2-5 min). Nach einer Zentrifuga- 
tion (15 min) werden die piasmidhattigen UberstSnde in neue 1,5 ml-Eppendorf-KunststoffgefSUte OberfOhrt 

Die DNA wird mit Ethanol 10 min bei -20° gefallt und 15 min in der Zerttrifuge sedimentiert Im An- 
schlufl wird sie zwelmal mit 70 % Ethanol gespUit und (im Exsikkator) getrocknet 
as Nach Aufnahme in 40 ul TE-Puffer (siehe unten) kann sie direkt fUr die Transformation cder fQr 
Restriktionsanaiysen eingesetzt werden: 

Birnboim-Losung A: Bimboim- Lo^ung B: 



<Q 25 mM Tris-HCl, pH 8,0 0,2 M NaOH 

50 mM Glucose 1 % SDS 
10 mM EDTA 

Bimboim- Losung C: TE-Puffer: 



50 



3 M NaOAc/HOAc, pH 4,8 10 mM Tris-Base 

1 mM HC1 
pH: 8,0 



55 
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c) Praparative Plasmidisolierung 



Die Preparation von Plasmiden in mg-Mengen erfolgt mit Hilfe einer limitierten Protoplasten-Lyse durch 
5 Detergenzien (Hardies et a!.. 1979. J. BioI.Chem. 254 5527-5534). 

Eine Bakteriensuspension nach Beispiel 1. wird 20 min bei 5 000 rpm und 4° zentrifugiert Das 

Sediment wird in 15 ml SaccharoselSsung (25 % Saccharose in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) aufgenommen. 

Nach Zugabe von 3 ml 0,5 M EDTA und 3 ml Lysozyml6sung (20 mg/ml Lysozym in 50 mM Tris-HCI. pH 

8.0) wird 30-40 min in Eis inkubiert Danach werden 2 ml einer 2:1 <v/v) Mischung aus 10 % 
ro Polyethylenglycolmonolaurylether/10 % Desoxycholat zugegeben. Die WMrung des Zellaufschlusses erfolgt 

durch Zentrrfugation (30 min) bei 40 000 rpm und 4 B . Der klare Oberstand wird dekantiert, 100 u.g/m! 

RNase A zugegeben und 45 min in Bs inkubiert. Zur DNA-Flliung wird der RNase-behandefte Oberstand 

mit einem halben Volumen 30 % PEG 8 000 in 1,5 M NaCi versetzt und weitere 30 min in Bs belassen. 

Man zentrifugiert 20 min bei 8 000 rpm und 4°. Der Niederschlag wird in 5 ml TE-Puffer aufgenommen, 50 
75 Jig/ml Proteinase K zugegeben und fOr 60 min bei 37* inkubiert. Danach wird mehrfach mit TE-gesSttigtem 

Phenol und mehrfach mit Chloroform/lsoamylalkohoi (24:1) extrahiert Die DNA wird mit Ethanol gefSIK, 

gewaschen und getrocknet Das Sediment wird in 1-2 ml TE-Puffer ge!5st und die Plasmidausbeute 

spektralphotometrisch bei 260 nm bestimmt 

20 

Beispiel 4: PrSparation chromosomaler DNA aus Glucose-OH-bildenden Bacillus megaierium-Zsllen 



Bakterienzellen aus 100 ml efner in Vollmedium gewachsenen stationSren Kuitur werden 10 min bei 5 
25 000 rpm und 4° secfimentfert. Anschlieflend wfrd das Sediment in 10 ml Lysepuffer (50 mM NaCl, 50 mM 
EDTA, 30 mM Tris-HCl, pH 7.9) aufgenommen; 40 mg Lysozym werden zugegeben und 45 min bei 37* 
inkubiert. Die Suspension wird auf 1 % SDS eingesteltt, mit 5 mg Proteinase K versetzt und weitere 30 min 
bei 37° beiassen. Danach wird mehrfach mit TEgesMttigtem Phenol und mehrfach mit 
Chtoroform/lsoamylalkohol (24:1) extrahiert. Die NukleinsMuren werden in Obiicher Weise gemilt, gewaschen 
30 und getrocknet 

Zur Hydrolyse noch vorhandener RNA wird das Sediment vorslchtig In 5 ml TE-Puffer resuspendtert, 10 
ug/ml RNase zugefOgt und 30 min bei 37° inkubiert 

Die Losung wird daraufhfn auf 1 % SDS und 50 ug/ml Proteinase K eingestelit und weitere 30 min bei 
37° behandelt. AnschlieBend wird wie oben beschrfeben mit Phenol und Chloroform/lsoamyialkohol extra- 
35 hiert und gegen TE-Puffer dialyslert Die Ausbeute an chromosomaler DNA betrggt bei dieser Methode zwi- 
schen 2 und 4 mg. 



Beispiel 5: Ligierung von DNA 

40 

Die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3'-Hydroxyl*und 5'-Phosphatgruppen 
wird durch T4-DNA-Ugase katalysiert. 

Die Reaktion erfolgt in T4*DNA-Ligasepuffer mit elnem Sfachen Oberschufl der zu inserierenden DNA 
45 gegenOber der Vektor-DNA, Das Volumen betrSgt 20 lit. 

Bei DNA-Fragmenten mit einzelstr&ngig Qberstehenden Enden wird die Ugierung 4-16 h bei 4° mit 1 U 
Enzym pro ug DNA durchgefOhrt. Die Ugierung von doppelstrangigen Enden erfolgt 4 h bei 20* mit 10 U 
Enzym pro ug DNA. 

Anschlieflend wird das Reaktionsgemisch dlrekt fur die Transformation eingesetzt (Beispiel 6). 

50 

T4~DNA~Ugasepuffer: 0,4 mM ATP 

66 mM Tris-HCI, pH 7.6 <* 

6,6mMMgCI 2 

10 mM DTT 



Beispiel 6: Transformation von E. coli (Cslciumchiorid-Methode) 
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a) Herstellung kompetenter E coli-Zellen 



E <x|ii Zellen werden in 20 ml LB-Medium bis zum Erreichen einer optischen Dichte von ca. 0,5 A578-E 
5 kultiviert Nach dem Oberfuhren in ein vorgekuhltes Zentrifugenrdhrchen wird die Suspension 10 min in Eis 
gestellt. Die Bakterien werden 10 min bei 8 000 rpm und 4° sedimentiert Nach dem Dekantieren des 
Oberstandes werden die Zellen mit 20 ml eiskalter 0,1 M MgCi 2 -L8sung gewaschen und. wie beschrieben. 
zentrifugiert. Im AnschluJ3 daran werden sie in 1 ml eiskalter 0,1 M CaCfe-losung aufgenommen und 
mindestens 2 h in Eis belassen. 



b) Transformation kompetenter E coli-Zellen 



rs Zur Transformation werden 200 ul kompetente ietten mit 50 ng Plasmid-DNA versetzt und 30 min in Eis 
gestellt Daraufhin wird der Ansatz 2 min im Wasserbad (42°) erhitzt (Hitzepuis). Nach Zugabe von 1 ml LB- 
Medium wird 1 h bei 37 e inkubiert (Emolungsphase). 

Je 200 ul dieser Bakteriensuspension werden im Anschlufi auf SelektivnfihrbSden ausplattiert Die 
Piatten werden 16-24 h bei 37 8 bebrtitet 

20 FOr die Transformation des temperatursensitiven E coli-Stammes N 100-pRK 248 cits werden aite 
inkubationsschritte bei 28° durchgefOhrt. Der Hitzepuis erfolgt 5 min bei 34*. 



25 



30 



40 



Beispiel £ Radioaktive Markierung von DNA 

Radioaktiv markierte DNA-Fragmente mit einer spezifischen Aktivitat > 10* cpnrvug werden mit Hilfe 
der E coji-DNA-Polymerase I durch Reparatursynthese ("nick translation ") in Gegenwart von a 3Z P-Desoxy- 
nuWeotiden dargestellt. 

Ansatz: 



0,2 ug DNA 

2 ui 10 x DNA Polymerase- Puffer 

35 Je 1 ul 1,2 mM dNTPs (Nukleotlde 1-3) 

5 ul o 32 P-dNTP (3 000 Ci/mmol, 10 uCi/uI) (Nukieotid 4) 

0,5 ul DNase I (00 pg/ul) 

1 min bei 20° reagieren lassen und Zugabe von 

10 U DNA Polymerase I 



10 x DNA Polymerase-Puffer: 



500 mM Tris-HCl, pH 7,8 
50 mM MgCfe 
45 100 mM 0-Mercaptoethanoi 
• 0.05 BSA 

Die Reaktion erfolgt nach Zugabe von DNA-Polymerase I 2-4 h bei 14° und wird mit 20 ul 60 mM 
EDTAv pH 8,0 gestoppt. Im Anschiufi wird das Volumen mit HjO auf 100 ui erhoht 

Zur Entfemung von nicht umgesetzten NuWeotiden werden die Proben mit 100 ul 5 M Ammoniurnace- 
so tatiosung und 400 ui absolutem Ethanoi versetzt. gemischt und 2 min in flussigem Stickstoff eingefroren. 
Die radioaktiv markierten DNA-Fragmente werden daraufhin 15 min in einer Tischzentrifuge sedimentiert, 
mit 70 % Ethanoi gespOit und getrocknet. Nicht umgesetzte Nukleotide bieiben im Uberstand 

Die DNA wird in 100 ul H2O aufgenommen und in der Folge fUr Hybridisierungsexperimente verwendet. 

55 
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Beispiel 8: Hybridisierung filtergebundener DNA 

Die Hybridisierung filtergebundener DNA erfolgt in U5sungen mit 50 % Formamid. Zur Abdeckung 
unspeziftscher Bindestellen warden die mit DNA-Fragmenten beschichteten Nitrozellulosefilter zusammen 
mit der sie bedeckenden PrShybridisierungsldsung luftblasertfrei in Plastlkfolie eingeschweiflt und 3 h bei 
42° inkubiert 



io Prahybridlslerungsiosung: 
50 % Formamid 

5fach konzentrierte Denhardts Losung 
5fach konzentriertes SSC (slehe unten) 
0,5 % SDS 
75 100ug/ml tRNAausHefe 

Denhardts Lfisung: 
0.02 8SA 
20 0,02 Polyvinyipyrrolidon 
0,02 Ficoll (Poiysucrose) 

SSC: 

25 150 mMNaC! 

mM Natriumcitrat. pH 72 

Zur Hybridisierung wird zunSchst die radioaktiv markierte. doppeistrSngige DNA-Sonde durcfi 10 
30 minOtiges Erhrtzen auf 80° denaturtert und sofort in Eis abgekflhil 

Danach werden die nun einzelstrSngig vonlegenden NukieinsSuren in 20-30 ml HybridisierungsWsung 
QbergefQhrt Mit dieser wird die Prahybridisierungsifisung ersetzt und weitere 20 h bei 42° Inkubiert. 



35 



50 



55 



HybridisierungsiQsung: 



50 % Formamid 

5tech konzentrierte Denhardts LOsung 

5fach konzentriertes SSC 

0.5 % SDS 
40 10 mM EDTA 

100 ug/ml tRNA aus Hefe 

1 0 6 cpm/mi radioaktiv markierte DNA 

Zur Entfemung unspezifisch gebundener DNA werden die Filter nach der Hybridisierung zunSchst 

mehrfach mit 200 ml 2fach konzentrierte SSC, 0,1 % SDS bei 20° und im Anschlufl mehrfach mit 10 
45 %igem SSC, 0.1 % SDS bei 42° gewaschen. 

Beispiel 9: Enzymtest fQr die Glucose-DH 



FDr diesen Test wird nicht-fluoreszierendes Chromatographiepapier mit 92 ml lndikator!8sung gleichmS- 
Big besprOht und im AnschiuB bet 20° getrocknet. 

IndikatoriBsung; 

60,5 ml Natriumphosphat-Puffer (0.12 M; pH 7.6) 
30 mi D-Glucase-L6sung {10 % w/v) 
1,5 ml NAD**L5sung (70 mg/ml) 

12 
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Oas praparierte Chromatographiepapier wird vor der Durchfuhrung dss Enzymtests auf die Grofle der 
NShrbodenplatten zurechtgeschnitten (Durchmesser ca. 8 cm). 

Zur DurchfQhrung des Tests bei Phagenlysaten werden die Platten sofort nach Bildung gut sichtbarer 
Plaques (600-800 pro Platte) dem Brutschrank entnommen. ZunSchst werden die Petrischaien markiert und 

5 identisch gekennzeichnete Testfilter deckungsgleich aufgelegt. Nach 2 min werden sie abgenommen, im 
HeiSluftstrom getrocknet und im Anschlufl unter Ucht der Wellenlange 366 nm betrachtet. Wurde aktive 
Glucose-DH auf die Test-Filter Obertragen. so ISflt sich an diesen Stellen NAD* zu NADH reduzieren, 
welches durch Fluoreszenz deutlich wahrgenommen werden kann. Mit Hilfe der Filtermarkierungen werden 
daraufhin positive Phagenklone auf der Nihrbodenplatte identffiziert und isoiiert 

to Zur DurchfOhrung des Tests bei Bakterienkionen werden Zeilen in identischer Weise auf zwei Nahrbo- 
denpiatten Obertragen (100-200 Kolonien pro Platte). Wahrend eine der Platten als Referenzplatte dient 
{"master plate"), wird die andere fUr den Enzymtest verwendet. Dabei werden die Bakterien auf Aluminium- 
fofie transferiert und ca. 5 ul der AufschlufllSsung auf jede Kolonie pipetiert. Zur Lyse werden die Zellen 30 
min bei 20* in einer feuchten Kammer inkublert. Anschlieflend wird, wie oben beschrieben, ein Testfilter 

is aufgelegt, getrocknet und die Stelie der enzymatischen Reaktion identifiziert Die entsprechenden positiven 
Bakterien der Referenzplatte kSnnen im Anschlufl zur Plasmidisoiierung (Beispiel 3) verwendet werden. 

AufschlufllSsung: 

20 100 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 6.5 
20 mM EDTA 
mg/ml Lysozym 

Die Aktivitatsbestimrnung erfolgt am Spektralphotometer bei 25\ 

25 Testibsung: 

120 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7.6 
100 mM Glucose 
2 mM NAD* 

Die Angabe der EnzymaktivitSt (U/ml) erfolgt in nMol Substratumsatz pro min. 



Beispiel 10: Preparation der in E coli N 100/pRK 24#pJH 115 exprimierten Glucose-DH 

35 Ein 10 I Laborfermenter wird mit 7,5 I LB«Medium beschtckt sterilisiert und im Anschlufl mit 200 ml 
einer stationSren Kultur des Gberproduktionsstammes beimpft. Die Aufzucht der Zellen erfolgt bei 28* unter 
BelOftung. Nach dem Erreichen einer optischen Dichte von ca. 0,5 As?8-E wird die Temperatur auf 42° 
erhSht und die Kultur weitere 5 h unter BelOftung inkubiert 

Zur Preparation der Glucose-DH werden die Bakterien (ca. 10 g Feuchtgewicht) sedlmentiert und im 

40 Anschlufl durch ZermSrsern mit der gleichen Menge Aiuminiumoxid bei 4* autgeschlossen. Nach Zugabe 
von 12,5 mi Pso-Puffer (50 mM Kaliumphosphat, pH 6,5; 0,1 mM 2-Mercaptoethanol; 2 ug Phenyl-Methyl- 
Sulfonylftuorid) und 50 ug DNase I wird 1 h bei 4° inkubiert Die Entfernung des AJuminiumoxids erfolgt 
durch Zentrifugation bei 8 000 rpm und 4°. Der wSssrige Oberstand wird sodann durch Zentrifugation bei 
1 5 000 rpm 30 min lang bei 4° gekiart 

45 Die ZellaufschlufliSsung wird daraufhin mit 100 ml Pso-Puffer versetzt und auf eine DE-52-S£uie 
aufgezogen. Nach Waschen mit 100 ml Pso Puffer werden Proteine mit Hilfe eines linearen Gradienten von 
0.05 auf 0,5 M KCI in Pso Puffer eluiert und in Fraktionen von 5 ml gesammelt Das Elutionsvolumen 
betragt 1 I. Zur Erstellung eines Elutionsprofils wird die Absorption bei 280 nm sowie die Glucose-DH- 
Aktivit&t in den einzelnen Fraktionen bestimmt 

so Die Ergebnisse der Proteinreinigung sind in foigender Tabelle zusammengefaflt 
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Reinigung der Glucose-DH 



Reinigungs- 
stufe 



Ge saint- Gesamt- 
aktiyitat (U) Protein (mg) 



Spezifische 
Aktivitat (U/mg) 



Bakterien- 
ro aufschluB 



52 800 



1 130 



46,7 



75 



Anunonium- 

sulfat- 

fSllung 



49 500 



1 000 



49,5 



20 



DE-52-Saule 
( Fraktion 
58-68) 



6 880 



29,4 



234 



30 



3S 



Zur tiberpriifixng der Homogenitat des Enzyms werden Proben 

auf einem 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel analysiert. 
Ansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung von Giucose-Dehydrogenase durch KultMerung eines mit rekombinanter 
DNA transformierten mikrobiellen Wirtsorganismus in einem NShrmedium und Isolation der zur Expression 
gebrachten Polypeptide, dadurch gekennzeichnet, datf ein Wirtsorganismus eingesetzt wird, der einen aus 
dem Genom von Bacillus megaterium isolierten DNA-8ereich enthalt welcher fOr Polypeptide mit der 
biologischen Aktivitat des Enzyms Glucose-Dehydrogenase codiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet dafl man einen Wirtsorganismus mit der DNA- 
Sequenz gemSC Anspruch 4 einsetzt 

3. Verfahren nach den AnsprOchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafl als transformierter Wirtsorga- 
nismus E coli eingesetzt wird, 

4. Ore DNA-Sequenz 
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ATG-TAT-ACA-GAT-TTA-AAA-GAT'AAA^GTA-GTT-GTA-ATT- 
ACA-GGT-GGA-TCA-ACA-GGT-TTA-GGA-CGC-GGA-ATG-GCT- 
s GTT-CCT-TTC-GGT-CAA-GAA-GAA-GCA-AAA-GTT-GTT-ATT-- 
AAC-TAT-TAC-AAC-AAT-GAA-GAA-GAA-GCT-CTA-GAT-GCG- 
AAA-AAA-GAA-GTA-GAA-GAA-GCA-GGC-GGA-CAA-GCA-ATC- 
ATC-GTT-CAA-GGC-GAT-GTA-ACA-AAA--GAA--GAA--GAC-GTT- 
GTA-AAT-CTT-GTT-CAA-ACA-GCT-ATT-AAA-GAA-TTT-GGT- 
ACA-TTA-GAC-GTA-ATG-ATT-AAC-AAC-GCT-GGT-GTT-GAA- 
AAC-CCA^GTT-CCT-TCT-CAT-GAG-CTA-TCT-CTA-GAT-AAC- 
TGG-AAC-AAA-GTT-ATT-GAT-ACA-AAC-TTA-ACA-GGT-GCA- 
TTC-TTA-GGA~AGC-CGT-GAA-GCA-ATT--AAA-TAC-TTC-GTT- 
GAA-AAC-GAC-ATT-AAA-GGA-AAT-GTT-ATC-AAC-ATG-TCT- 
AGC-GTT-CAC-GAA-ATG-ATT-CCT-TGG-CCA-TTA^TTT-GTT- 
CAC-TAC-GCA-GCA-AGT-AAA-GGC-GGT-ATG-AAA-CTA-ATG- 
ACG-GAA-ACA-TTG-GCT-CTT-GAA-TAT-GCG-CCA-AAA-GGT- 
ATT-CGC-GTA-AAT- AAT- ATT-GGA- CCA-GGT-GCG- ATG- AAC - 
ACA-CCA-ATT-AAC-GCA-GAG-AAA-TTT-GCA-GAT-CCA-GAA- 
CAA-CGT-GCA-GAC-GTA-GAA-AGC-ATG-ATT-CCA-ATG-GGT- 
TAC-ATC-GGT-AAA-CCA-GAA-GAA-GTA-GCA-GCA-GTT-GCA- 
GCA-TTC-TTA-GCT-TCA-TCA-CAA-GCA-AGC-TAT-GTA-ACA- 
GGT-ATT-ACA-TTA-TTT-GCA-GAT-GGC--GGT-»ATG-'ACG-AAA- 
TAC-CCT-TCT-TTC-CAA-GCA-GGA-AGA-GGC-TAA-TAG 

35 die fUr eine Polypeptid mit der biologischen AktlvitSt des Enzyms Glucose-Dehydrogenase codiert 

5. DNA-Sequenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da/! sie aus dem Genom eines Mikroorga- 
nismus, insbesondere Bacillus megaterium. stammt 

6. DNA-Sequenz. dadurch gekennzeichnet, daJ3 sie mit einer DNA-Sequenz nach Anspruch 4 und 5 
oder mit anderen fur Glucose-Deny drogenase codierenden DNA-Sequenzen hybridisiert Oder mit besagten 

40 DNA-Sequenzen durch Mutation verwandt ist und fiir ein Polypeptid mit der biologischen AktivitMt des 
Enzyms Glucose-Oehydrogenase codiert. 

7. DNA-MoiekGI, dadurch gekennzeichnet, da/S es eine DNA-Sequenz nach einem der AnsprOche 4 bis 
6 Oder eine andere fur Glucose-Oehydrogenase codierende DNA-Sequenz enthSIt, die funktionell mit 
mindestens einem Expressions-Kontroll-System gekoppelt ist. 

43 a. DNA-MoiekGI nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Expressions-Kontroll-System eine 
PromotorSequenz von E. coll und/oder Bacillus megaterlum enthSIt 

9. Plasmid, enthaltend die DNA-Sequenz nach Anspruch 4 und ein Bacillus megaterium Promoter* 
System, mit der Bezeichnung pJH111 und der Hinteriegungsnummer DSM 4C52P, und seine Mutanten. 

10. Plasmid, enthaltend die DNA-Sequenz nach Anspruch 4 und ein E. coli Promotor-System.mit der 
so Bezeichnung pJH1l5 und der Hinteriegungsnummer DSM 4051 P, und seine Mutanten, 

11. Transformierter Wirtsorganlsmus, dadurch gekennzeichnet, da/J er mindestens ein rekombinantes 
DNA»Molektfl oder Plasmid nach einem der AnsprGche 7 bis 10 enthart. 

12. Wirtsorganismus nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, da/} er E. coli ist. 

13. Wirtsorganismus nach Anspruch 12, enthaltend das Plasmid pJH115 mit der Bezeichnung E. coli 
56 N100/pRK24S/pJH1 15 und der Hinteriegungsnummer DSM 4047, und/oder Mutanten dieses Plasmids. 

1 4. Polypeptid mit der biologischen AktivitSt des Enzyms Glucose-Dehydrogenase und der Aminosau- 
resequenz 
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Met-Tyr-Thr~Asp-Leu--Lys«-Asp--Lys-Val-Val-Valr-Ile- 

Thr-Gly-Gly-Ser-Thr-Gly-Leu-Gly-Arg-Ala-Met-Ala- 

Val-Arg-Phe-Gly-Gln-Glu-Glu-Ala-Lys-Val-Val-Ile- 

Asn-Ty r-Tyr-Asn-Asn-Glu-Glu-Glu- Al a-Leu~Asp -Al a- 

Lys - Ly s -Glu- Val -Glu-Glu- Al a-Gly -Gly-Gln-Al a-Ile- 

Ile-Val-Gln-Gly-Asp-Val-Thr-Lys-Glu-Glu-Asp-Val- 

Val-Asn-Leu-Val-Gln--Thr-Ala-Ile-Lys--Glu-Phe-^ly-' 

Thr-Leu-Asp-Val-Met-Ile-Asn--Asn-Ala-Gly-Val--Glu-- 

Asn-Pro-Val-Pro-Ser-His-Glu-Leu-Ser-Leu-Asp-Asn- 

Trp-Asn-Lys-Val--Ile-Asp-Thr-Asn-Leu-Thr-Gly-Ala-" 

Phe-Leu-Gly-Ser-Arg-Glu-Ala-Ile-Lys-Tyr-Phe-Val- 

Glu-Asxx-Asp-Ile-Lys-Gly-Asn-Val-Ile-Asn-Met-Ser- 

Ser-Val-His-Glu-Met-Ile-Pro-Trp-Pro-Leu-Phe-Val- 

His-Tyr-Ala-Ala-Ser-Lys-Gly-Gly-Met-Lys-Leu-Met- 

Thr-Glu-Thr-Leu-Ala-Leu-Gly-Tyr-Ala-Pro-Lys-Gly- 

Ile-Arg-Val-Asn-Asn-Ile-Gly-Pro-Gly-Ala-Met-Asn- 

Thr-Pro-Ile-Asn-Ala-Glu-Lys-Phe-Ala-Asp-Pro-Glu- 

Gln-Arg-Ala-Asp-Val-Glu-Ser-Met-Ile-Pro-Met-Gly- 

Tyr-Ile-Gly-Lys-Pro-Glu-Glu-Val-Ala-Ala-Val-Ala- 

Ala-Phe-Leu-Ala~Ser~Ser-Gln-Ala--Ser--Tyr--Val-Thr- 

Gly-Ile-Thr-Leu-Phe-Ala-Asp-Gly-Gly-Met-Thr-Lys- 

Tyr-Pro-Ser-Phe-Gln-Ala-Gly-Arg-Gly 

35 1 5, Polypeptid mlt der bioiogischen AktivitSt des Enzyms Glucose-Dehydrogenase. dadurch gekenrv 
zechnet dafi es von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 5 Oder von einer DNA-Sequenz, die mit einer DNA- 
Sequenz nach Anspruch 6 hybridisiert Oder durch Mutation verwandt ist, codiert worden ist 

16. Verwendung eines Polypeptides nach Anspruch 14 zur enzymatischen Glucosebestimmung. 
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FIG. 1 DKA-Sequenz des Glucosedehydrogenase-Gens 

aus Bacillus megaterium 



ATG-XAT-ACA-GAT-TTA-AAA-GAT-AAA-GTA-GTT-^^ 

AC^-GGT-GGA-TCA-ACA-GGX-TTA-GGA-^ 

GTT-CGT-TTC-GGT-CAA-GAA-GAA-GCA-^ 

AAC-TAT-TAC-AAC-AAT-GAA-GAA~GAA-GCT-CTA-GAT-<XX^ 

AAA-AAAHSAA-GTA~GAA-GAA-GCA 

AXC-GTT-CAA-GGC -GAT-GIA-ACA- AAA-GAA-GAA-GAC-GTT- 

GTA-AAT-CTT-GCT-CAA-AGA-GCT-ATT-/^ 

ACA-TTA-GAC-GTA-ATG-ATT-AAC-AAC-GCT-^ 

AAC-CCA-GXT-CCT-XCT-G^-GAG-CTA-XCT^ 

TGG-AAC-AAA-GTX-ATI-GAX-ACA-AAC-XTA-ACA- 

rrC-XTA-GGA-AGC-CGT-GAA-GCA-AXTH\^^ 

GAA-AAC-^C-ATT-AAA-GGA-AATH3TT-AT^ 

AGC-GTT-CAC^GAA»ATG-AII-CCT*XGG^CCA^TTA^Tra~GTT^ 

CAC - TAC -GCA-GCA- AGT- AAA-GGC -GGT- ATG-* AAA- CTA- ATG- 

ACG-GAA-ACA-TTG-GCT-CTT-GAA-TAT-GCG~CCA-AAA-GGT- 

ATT-CGC-GTA-AATrAAT--ATT-GGA-CCA-GGT-GCG--ATG-AAC- 

ACA-CCA~ATT-AAC-GCA-GAG-AAA-TTT-GCA-<3AT-CCA-GAA- 

CAA-CGT-GCA-GAC-*GTA-GAA-AGC-ATG— AXT-CCA-ATG— GGX* 

XAC-ATC-GGT-AAA-CCA-GAAH3AA-GTA-GCA-GCA-GXT--GCA- 

GCA-TTC-TTA-GCT-XCA-XCA-CAA-GCA-AGC-TAT-GTA-ACA- 

GGX-ATT-ACA-TTA-TTX-GCA-GAT-GGC-GGT-AXG-ACG-AAA-" 

XAC-CCX-TCT-TTC-CAA-GCA-GGA-AGA-GGC-TAA-TAG 
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FIG.2 Aminosaure-Sequenz des Expressionsproduktes 
von pJHIll bzw. pJH115. 



Met-Tyr-Thr-Afip-Leu-Lye-Asp-Lys-Val-val-Val-Ile* 
Thr-Gly^ly-Ser-Thr-Gly-Leu-Gly-Arg-Ala-Met-Ala- 
Val -Arg-Phe-Gly-Gla-Glu-Glu- Al a-Lys-Val-Val- He- 
Asn-Tyr-Tyr-Asn-Asc-Glu-Glu-Glu-Ala-Leu-Asp-Ala- 
Lys-Lys-Glu-Val-Glu-Glu-Ala-GlyH31y-Gln-Ala-Ile- 
Ile-Val -Gla-Gly-Asp-Val-Thr-Lys-Glu-Glu-Asp-Val- 
Val-Asn-Leu-Val-Gln-Thr-Ala-Ile-Lys-Glu-Phe-Gly- 
Thr-Leu-Asp-Val-Met-Ile-Asn-Asn-Ala-Gly-Val-Glu- 
Asn-Pro-Val-Pro-Ser-Eis-Glu-Leu-Ser-Leu-Asp-Afin- 
Trp-Asn-Lys-Val-Ile~Asp-Thr-Asn-Leu-Thx-Gly-Ala- 
Phe-Leu-Gl y-Ser ~Ar g-Glu- Al a- I le-Lys -Tyr-Phe-Val - 
Gl u-Asn-Asp- 1 1 e-Lys -Gly-Asn-Val - 1 1 e-Asn-Met- Ser- 
Ser-Val-fiis-Glu-Met-Ile-Pro-Trp-Pro-LeTi-Phe-Val- 
Hi s -Tyr - Al a- Al a- S er- Lys -Gl y-Gl y-Me t- Ly s - Leu-Met- 
Thx-Glu-Thr-Leu-Ala-I^u-Gly-Tyr-Ala«-Pro-Lys-Gly- 
Ile-Arg-Val-Asn-Asn-Ile-Gly-Pro-Gly-Ala«-Met-Asn- 
Thr-Pro- Ile-Asn-Ala-Glu-Lys-Phe-Al a-Asp-Pro-Glu- 
Gln-Arg-Ala-Asp-Val-Glu-Ser-Met- Ile-Pro-Met-Gly- 
Tyr-Ile-Gly-Lys-Pro-Glu-Glu-Val-Ala-Ala-Val-AIa- 
Ala-Phe-Leu-Ala-Ser-Ser-Gln-Ala-Ser-Tyr-Val-Thr- 
Gly-Ile-Thr-Leu-Phe-Ala-Asp-Gly-Gly--Met-riir-Lys-- 
Tyr-Pro-Ser-Phe-Gln-Ala-Gly-Arg-Gly 
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FIG. 3 Restriktionskarte des Plasmid-Vektors 

pJH107. 



Clal EcoRI 



Clal 
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EcoRI HindHI SphI 



SphI 



Htnttni 



r 



Sail 



- 5800 bp 



FIG. 4 Restriktionskarte des Plasmid-Vektors 
pJH1Q8. 
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FIG. 5 Sequenzierungsstrategie des 1126 bp- Fragments 
aus pJHUI. 
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FIG. 6 Konstruktion des Plasmid-Vektors pJH115. 
EcoRI BamHI Hindm 
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FIG. 7 Proteinsequenzvergleich zwischen Giucose-DH, 
basierend auf 1100 bp- Fragment (a), und 
Glucose - DH , basierend auf 2100 bp -Fragment 
(b ; bekannte Sequenz). 



a Met-Tyr-Thr-Asp-Leu*Lys-Asp*Lys-Val-Val-Val-Ile- 
Thr-Gly-Gly- 

b Met-Tyr-Lys-Asp-I^u-Glu«-Gly-Lys-Val-Val-Val*Ile- 
Thr-Gly-Ser- 

a Ser-ThrTGly-Leu-Gly-Arg-Ala--Met--AJLa-Val-Arg-Phe- • 
Gly-Gln-Glu- 

b Ser-Thr-Gly-Leu-Gly-Lys-Ser-Met-Ala-Ile-Arg-Phe- 
Ala-Thr-Glu- 

a Glu- Al a-Lys-V&l -Val- 1 le-Asn-Tyr-Tyr-Asn-Aso-Glu- 
Glu-Glu-Ala- 

b Lys-ala-Lys-Val-Val-Val-ABn-Tyr-Arg-Ser-Lyc-Glu- 
Asp-Glu-Ala- 
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FIG. 8 Wochstums- und Expressionskurve 
von E. colt N10Q/pRK248/pJH115. 
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FIG.9 



tiberproduktion von Glucosedehydrogenase 
in E. coli N100/pRK248/pJH115. 
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FIG.10 Autoradiogramm der Hybridisierung chromo- 
somater DNA aus Bacillus megaterium mit dem 
radiooktiv morkierten 1100 bp- ON A- Fragment 
aus pJHIII bzw. pJH115 nach 12 h Exposition. 
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FIG.11 



Restriktionskarte von pJ H 211 . 
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FIG. 12 Restriktionskarte von pJH215. 
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